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【摘要】血小板输注对于血小板减少的出血性疾病的治疗意义重大，然而用于输注的血小板产品受到保质期短、易被污染、捐献

者少、存在不同程度免疫反应等多方面因素限制，无法实现稳定供应。尤其是在严重自然灾害、战时等突发情况下，血小板储备

量极其有限、新鲜制备条件不足，往往无法充分发挥血小板的效能。因此研发新型人工血小板以及改良血小板生产、输注技术具

有重大的民用及军用价值。本文综述了与人工血小板技术相关的血小板生成与调节机制，及相关生物技术与生物反应器的发展，

以期为后继研究提供参考。
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血小板源于循环系统中巨核细胞的无核胞质，通过释放储

存 在 胞 内 的 血 小 板 衍 生 生 长 因 子 (platelet derived growth
factor， PDGF)、碱性成纤维细胞生长因子 (basic fibroblast
growth factor，BFGF)、血管内皮生长因子(vascular endothelial
growth factor，VEGF)、转化生长因子-β1(transforming growth
factor-beta 1，TGF-β1)等细胞因子至受伤部位参与损伤修复和

血管生成等过程，因此是止血、免疫、炎症等方面不可或缺的

角色。血小板可以在血液中循环 7~10 d，浓度大概为(1~3)×
1011/L。在临床上，血小板减少症、血小板增多症、特发性血

小板减少性紫癜、骨髓增生异常综合征、再生障碍性贫血等疾

病与血小板缺陷有关。患者对血小板的需求与日俱增，而捐献

者数量却相形见绌。另外，血小板输注产品的可用性、有效性

是有限的。首先是产品寿命有限，血小板仅有7~10 d的寿命，

捐献者来源的血小板难以长时间保存；其次，输注血小板还存

在人类白细胞或血小板抗原引起的免疫排斥反应、细菌或病毒

感染等多种潜在风险[1-2]。

因此开发新型人工血小板及其输注产品以及改良血小板生

产、输注技术具有广阔的前景。本文着眼于人工生产血小板的

来源和其中多个环节，结合与之相关的研究进展，以期为人工

血小板的临床转化提供参考。

1 血小板的产生
1.1 巨核系细胞及体内血小板的生成

巨核细胞是数量稀少的多倍体骨髓大细胞，仅占有核细胞

总数的0.02%~0.05%，是血小板生成的前体细胞，体内平均每

个巨核细胞在其生命周期内能生成约2 000个血小板。

骨髓在巨核细胞和血小板的生成中具有战略性地位。巨核

细胞在骨髓中分化成熟，大体分为以下几个阶段。首先，造血

干细胞分化成骨髓祖细胞，而后进一步增殖分化成红细胞祖细

胞(megakaryocyte erythroid progenitor，MEP)，MEP在细胞因子

和趋化因子等的作用下发育成红细胞、巨核细胞和单核细胞等

多类型细胞的集落形成单位。如早期和晚期红系祖细胞，即爆

增性红细胞集落生成单位(burst forming unit-erythrocyte，BFU-
E)和红细胞集落形成单位 (colony forming unit-erythrocyte，
CFU-E)，并进一步分化成红细胞。巨核细胞系的集落形成单位

主要是CD34+的早期爆增性巨核细胞(megakaryocyte，MK)集落

形成单位(BFU-MK)和巨核细胞集落形成单位(CFU-MK)。BFU-
MK增殖速度较快，并可发育成体积较小的CFU-MK，增殖后

形 成 二 倍 体 巨 核 细 胞 前 体 细 胞 (megakaryocyte progenitor，
MKP)。MKP仅有DNA复制和发育成熟的能力，但不具备分裂

能力，免疫学标志为CD34+、CD41+、CD42+、CD61+。MKP进

行2次核内复制，于八倍体时期成熟。成熟巨核细胞的分界膜

系统(demarcation membrane system，DMS) 具有溶酶体、致密

颗粒、α颗粒等各种类型颗粒[3]，细胞质纵向伸展即可形成血小

板前体。

巨核细胞成熟后，由骨髓成骨处迁移到血窦处，在剪切应

力等生物循环力的作用下，在细胞最突出端释放血小板(图1)。
1.2 肺在血小板形成中发挥重要作用并决定体内含量

肺每小时生产约1 000万个血小板。有研究人员将离体培

养的鼠巨核细胞注入受体小鼠内，将肺作为血小板的检测部

位。结果显示，输注巨核细胞后，新生血小板具有正常的表面

标记和生理功能[4]，释放量增加了近100倍。这显示了肺在巨核



2 3 7CARCINOGENESIS，TERATOGENESIS & MUTAGENESIS

2021 年 5 月 第 33 卷 第 3 期 综 述
癌变 畸变 突变

细胞功能活性和血小板形成中的重要地位。

Lefrancais等[5]在视频显微镜下观察小鼠肺微循环，发现大

量巨核细胞在其中释放血小板。也有研究利用荧光标记技术，

观察到巨核细胞释放的血小板主要存在于肺循环中[6-7]。这些研

究为肺是血小板生成的关键调节部位提供了直接证据。

1.3 血小板生成相关调节因子

体内，巨核细胞生成和血小板生成过程由包括细胞因子、

生长因子、转录因子、胞外基质分子在内的多种物质调控。血

小板生成素(thromboopoietin，TPO)是刺激巨核细胞增殖和分化

的主要细胞因子，IL-1、IL-3、IL-6、IL-11、GM-CSF等对

TPO刺激巨核细胞的增殖和分化起辅助作用。

然而体外培养条件下，TPO起抑制前血小板形成作用。其

原因是 IFN-γ(interferon-γ)与阻碍TPO竞争受体c-MPL，降低了

人造血干细胞和祖细胞 (hematopoietic stem and progenitor
cells，HSPC)分化形成巨核细胞和进一步生成血小板的能力。

Eltrombopag是一种合成小分子，起激动c-MPL的作用，但由于

其作用位点与 TPO不同，故 Eltrombopag不受 IFN-γ的竞争作

用。此发现不仅解释了其在骨髓衰竭综合征治疗中体现的临床

活性，也为体外血小板生成打开了新思路[8]。除干扰素发挥负

调节功能外，TGF-β、IL-4也是巨核细胞生成和血小板生成的

抑制因子。锌指结构蛋白GATA-1在巨核细胞发生的早期发挥

作用，核因子 E2相关因子 2(nuclear factor erythroid 2-related
factor 2，NF-E2)则在巨核细胞发生的晚期发挥作用。这些转

录因子对巨核细胞的增殖、分化及血小板生成的转录调控也起

到重要的作用。

2 人工血小板来源
寻找可靠血小板的来源一直是血小板制备技术的研究热点

之一，研究已经证实和应用的血小板来源主要可分为细胞与非

细胞两类：如可通过对人诱导多能干细胞 (human induced
pluripotent stem cells，hiPSCs)、脂肪干细胞 (adipose derived
stem cells，ADSCs)、人胚胎干细胞 (human embryonic stem

cells，hESCs)和人CD34+细胞等的诱导，从而分化分离、生产

制备血小板。另一非细胞方案则致力于人工制备技术，主要生

产以功能为导向的人工血小板，如多肽复合物、聚合物纳米颗

粒等。

血小板的制备在已有可靠来源的基础上，相应的微流模型

和生物反应器为成功实现大规模生产提供了重要保障。

2.1 细胞来源

2.1.1 hiPSCs hiPSCs具有较高的可用性和相对较少的伦理

争议，被认为是体外生产血小板的最佳选择[9-10]。hiPSCs是巨核

细胞的潜在来源。有研究[11]表明 c-MYC癌基因的瞬时表达对人

皮肤来源的 iPSCs产生血小板起关键作用。在一系列体外和体

内试验中，由 hiPSCs获得稳定的可扩增的巨核细胞祖细胞系

(immortalized megakaryocyte progenitor cell lines， imMKCLs)，
通过诱导过表达原癌基因B细胞特异性鼠白血病毒插入位点-1
(B cell specific maloney murine leukemia virus integration site-
1，BMI-1)和原癌基因 BCL-XL，抑制 c-MYC瞬时表达发现，

imMKCLs可以高效地分化为成熟巨核细胞，并可以产生CD42b+

血小板 [12]，并且在胶原蛋白支架(一种用于细胞生长的新型支

架)帮助下进一步提高血小板的产量和纯度[13]。

hiPSCs的优点是可以直接通过基因工程技术制备无人类淋

巴细胞抗原 (human lymphocyte antigen，HLA)的血小板前体，

患者在接受此类产品时，产生的免疫应答反应较轻。但也有小

鼠体内研究实验表明，与正常巨核细胞相比，诱导多能干细胞

来源的巨核细胞(iPSC-MKs)体积更小、倍性更低、半衰期更

短、释放的血小板更少[14-15]。因此，如何优化人诱导多能干细

胞的高效能应用值得进一步探索。

2.1.2 ADSCs ADSCs于脂肪组织中有丰富储存，能分化为

脂肪细胞、成骨细胞和软骨细胞。此前Matsubara等[16-17]已经实

现体外 3T3-L1前脂肪细胞系向巨核细胞的诱导分化。Ono-
Uruga等[18]进一步的研究也表明脂肪组织来源的基质细胞能通过

分泌内源性 TPO诱导巨核细胞生成血小板。最新的研究则通

过倒置培养法获得了人脂肪来源的间充质基质/干细胞系

图1 血小板生成示意图
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(a human adipose-derived mesenchymal stromal/stem cell line，
ASCL)，简化了体外制备人工血小板的操作，为体外大规模生

产血小板提供了选择[19]。因此，ADSCs作为非供体依赖型血小

板生产的候选细胞具有广阔前景。

2.1.3 hESCs hESCs具有分化成所有血细胞前体的潜力，常

用于探索生理造血过程，是制备巨核细胞和血小板的理想“原

料”。胚胎干细胞与小鼠骨髓基质细胞系细胞OP9共培养，并

加入TPO、IL-6和 IL-11，可诱导胚胎干细胞分化，从中获得

大量功能性巨核细胞。Gaur团队[20]利用遗传学方法研发了一个

OP9基质细胞共培养系统。在该培养系统中，可以诱导 hESCs
分化成巨核细胞，并在血小板激动剂的作用下，产生具有关键

功能位点的类血小板。

胚胎干细胞囊技术是一种获得能够释放血小板的巨噬细胞

的新方法。在胚胎干细胞囊内，Takayama等[21]将 hESCs与OP9
细胞共培养，并为分化提供合适的微环境，由此获得了大量成

熟巨核细胞，为高效生产血小板打下了坚实基础。

2.1.4 CD34+细胞 造血干细胞是分化成巨核细胞的前体细

胞，是体外血小板生产中应用最广泛的细胞，CD34+是造血干

细胞的分型之一。多项研究证实了利用造血干细胞生产功能性

巨核细胞和血小板的可行性。其中，小分子616452可从脐带血

(cord blood，CB)或骨髓(bone marrow，BM)样本中诱导分离出

人CD34+细胞，且Huang等[22]发现小分子 616452诱导巨核细胞

分化的能力比TPO更好。小分子抑制剂对CD34+细胞来源巨核

细胞的形成与成熟也有一定影响。体外试验显示 Src激酶抑制

剂(SU6656)、Rho相关蛋白激酶抑制剂(Y27632)和极光B蛋白激

酶抑制剂(AZD1152)等多种小分子能够增强巨核细胞多倍体化

程度[23]。这对体外诱导生成巨核细胞和血小板，并用于临床输

注具有十分积极的作用。

Six等[24]对分别来源于脐带血和外周血的CD34+细胞生成巨

核细胞和血小板的能力进行了比较。与外周血来源相比，脐带

血来源的CD34+细胞生成的巨核细胞多倍体化程度更低、产生

血小板的数量更少，但细胞表面标志大致相同。近来有学者指

出，与外周血来源的CD34+细胞生成的巨核细胞相比，白膜层

(抗凝血离心后，底部的红细胞层与顶部的血浆层之间的一层富

含白细胞区域)来源的细胞产生的血小板更多，并且经激动剂凝

血酶受体激活肽(thrombin receptor activator peptide，TRAP)诱
导后，能表达有效活性标志物CD62P[25]。这使得CD34+细胞来

源的血小板的利用方式更为灵活、应用范围更加宽广。

2.2 非细胞来源

2.2.1 血清蛋白 血清蛋白来源的人工血小板最早可追溯到

2001年日本庆应和早稻田两所大学的工作。他们利用转基因酵

母细胞生产目标血清蛋白首先解决了血清蛋白具有较强免疫原

性的问题，使其在人体内不会发生排异反应；随后，再把直径

仅有 5 nm的血清蛋白微粒集中在一起，制成与正常天然血小

板大小相近的团块(直径为 1~3 μm)，最后在其表面包被糖蛋

白，得到与天然血小板具有相同止血作用的人工血小板。

经过多年研究，有关血清蛋白一类的功能性血小板替代产

品越来越成熟。因其来源充足，制备过程相对固定、方便，医

药、商业价值不断凸显[26]。

2.2.2 多肽复合物 为调节血小板异常凝聚，一种单结构域抗

体应运而生，其结构域可以针对血管性血友病因子 (vWF)、
vWF A1结构域、活化的 vWF的A1结构域、vWF A3结构域、

血小板受体糖蛋白Ⅰb(gpⅠb)或胶原蛋白中的任意一种，并可

以与血清清蛋白、血清免疫球蛋白、甲状腺素结合蛋白、转铁

蛋白以及纤维蛋白原等血清蛋白片段交联。这种抗体性质的多

肽构建体较小、耐受力强、稳定性高，口服、舌下含服或经

鼻、阴道、直肠给药而不丧失活性[27]。

2.2.3 聚合粒子 聚合物纳米颗粒 (polymeric nanoparticles，
NPs)既可以作为蛋白质、生长因子和多核苷酸等亲水性大分子

的载体，又能进一步模拟天然血小板的大小、形状，并可人工

再模拟血小板的表面标记，因而被广泛利用。但限制聚合物粒

子应用的最大问题是其硬度比天然血小板大得多。

“聚合物模板”可以解决这一问题。利用位于多层蛋白质

和聚合电解质之上的聚合物核心，通过沉积、分层、交联创建

出稳定的人工血小板粒子；随后，将坚硬的聚合物颗粒核心溶

解，以达到人工血小板粒子所需要的弹性或柔韧性；最后，选

用基于在天然血小板或受损的血管表面研究发现的活化蛋白质

(如 vWF、gpⅠb)等包被这些粒子，即得到聚合物粒子衍生而来

的人工血小板。这种人工血小板既可以执行典型天然血小板的

功能，也可携带显像剂以辅助判断血管是否受损或作为药物的

载体以助力血栓的溶解[28]。

生物活性物质衍生的聚合物具有良好的生物相容性功能，

近年来也有一定发展。壳聚糖-硫酸软骨素系统就是其中代表

之一，该系统可以使血小板在中后期释放出具有促进造血干细

胞增殖和成骨细胞分化活性的血小板裂解物[29]。

3 用于血小板生产的微流模型和生物反应器的发展
——从模仿到创新

对人工血小板的制备，合适的反应器至关重要。如果能在

体外模拟体内血小板生成、释放的环境，或许能在体内血小板

生成过程尚不完全清楚的情况下，在体外生成数量可观的功能

性“血小板”。

Li等 [30]利用聚对苯二甲酸乙二酯(poly-ethylene terephthal⁃
ate，PET)基质捕获鼠类胚胎干细胞，并使用特定的细胞因子和

细胞因子抑制剂诱导造血分化，这是有关 3D生物反应器的开

创性工作。随后，在 2009年，Sullenbarger等 [31]报道了第二个

3D模块化生物反应器，该反应器由带有纤连蛋白和TPO的聚

酯和水凝胶支架构成，可特异性地诱导造血祖细胞向巨核细胞

分化成熟并生成血小板。由基质胶、vWF、纤维蛋白原、基质

细胞衍生生长因子-1α以及丝状海绵[32]和透明质酸基水凝胶[33]等

不同基质设计的诸多生物反应器和微流体系统不断涌现，物理

化学联合机制近年来成为在血小板体内发生和体外制备中的研

究新热点，如最新研究表明湍流可促进胰岛素样生长因子结合

蛋白 2(IGFBP2)，巨噬细胞移动抑制因子等从巨核细胞释放，

以促进血小板脱落[34]。这提示血小板可能只有在物理化学联合

机制下才真正显示出其循环和止血的特性，为今后探索微流模

型和生物反应器的相关机制、检验建模效果，促进人工血小板

的商业化生产提供了新的方向和思路。
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另一个体外制备血小板的技术方向是制备阶段性、功能性

更强的独立体外体系，而并非完全模拟体内微环境。Blin等[33]

此前开发了一种具vWF涂层微柱的生物反应器，其核心——微

柱装置具有捕获巨核细胞的作用，并在高于 1 800/s的剪切速

率作用下，高效生产血小板。Avanzi等[35-36]则创造性地分两阶

段从 CD34+细胞生产出血小板：首先，在细胞培养系统内将

CD34+细胞分化为成熟的巨核细胞。然后，将成熟的巨核细胞

接种到网状Nanex膜上(孔径 2~5 μm)，在 30~70/s的剪切速率

下，可以使每个巨核细胞在体外产生 1×106个以上的血小板。

该方法虽然得到数量可观的血小板，但其最大的缺陷在于产生

的血小板表面可能不具有完整的细胞表面标志物，进而无法保

证体外生产的人工血小板的质量。

4 展 望
近年来，由于临床对血液的需求增加和健康献血者的数量

有限，血液输注产品的相关研究变得越来越重要。人工血小板

是一种很有应用前景的临床应用技术。研究人员从不同细胞中

得到了具有生物活性的血小板，非细胞来源的人工血小板也在

改善特定功能方面独树一帜，与此同时，作为体外生产、输注

血小板的容器、载体——生物反应器，近年来也有重要研究进

展。

当然，人工血小板技术仍存在诸多问题，如相关生物技术

制备的血小板数量少、成熟过程困难、储存不易、难以达到临

床应用级别；以功能为导向生产的人工血小板的生物活性、安

全性仍有待进一步研究。总之，实现人工血小板的临床应用任

重而道远，未来还需对血小板体内、体外的生成调节及人工制

备技艺与原理等方面进行更加深入的探索。
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